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一 种 野外 制备 染色 体 
的 新 方法 一 一 骨髓 整体 低 渗 法 
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摘 要 
站 文 以 整 恢 低 渗 的 方法 进行 哺乳 类 与 总 类 的 染色 体制 备 ， 以 探讨 一 种 企 野 外 条 件 下 ， 无 法 迁 行 离心 时 ， 
适 从 细胞 遗传 学 研究 的 桨 色 体制 备 新 方法 。 虚 用 该 方法 可 在 野外 考察 中 ， 同时 开展 细胞 遗传 学 方面 的 工作 
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重大 的 改变 。 众 多 研究 者 相继 利用 这 一 逐步 完善 起 来 的 方法 ， 在 细胞 遗传 学 方面 探索 并 
取得 了 突 飞 锋 进 的 进展 。 迄 今 为 止 ， 人 们 已 经 对 约 50% 的 博 乳 类 、5 览 的 岛 类 CARA 
种 ) 和 | 钥 类 《〔 千 余 种 ) ， 以 及 数 百 种 两 栖 、 息 行 类 进行 过 研究 和 报道 《四 川 大 学 网 胞 研 
究 室 ，1984; FB, 1984; 陈 宜 峰 等 ，1984; RA, 1987; 下 egelstroam 等 ，1981) 。 
但 是 ， 随 着 研究 的 进一步 深入 ， 许 多 网 胞 遗 忧 学 者 都 面临 着 一 个 严 雄 的 问题 ， 这 就 是 实 
验 材 料 越 来 越 少 及 来 源 越 来 越 困 难 。 而 在 可 以 较 多 地 获得 各 种 研究 材料 的 野外 工作 中 ， 
又 面临 着 动物 的 保存 、 运 输 和 死亡 等 问题 。 晶 前， 还 未 找到 一 个 较为 完善 的 方法 能 在 野 
外 条 件 下 进行 染色 体 标本 制备 。 基 于 这 一 原因 ， 我 们 在 传统 的 细胞 遗传 学 方法 上 作 了 一 
些 改进 ， 以 探讨 一 种 可 以 在 野外 广泛 运用 的 染色 体制 备 方法 一 一 肯 禾 整体 低 滩 法 。 现 报 
道 如 下 。 


材料 与 方法 


实验 材料 为 野外 采集 或 购买 的 中 小 型 鸟 类 及 哺乳 类 , 具体 操作 如 下 ; 按 2 —- 4 hgig 栖 
重 的 剂量 给 动物 腹腔 注射 秋水 仙 素 。 鸟 类 作用 1 小时， 哺乳 类 必用 2 一 4 小 时 。 

脱 颈 推 ( 兽 ) 或 断 颈 动脉 ( 鸟 ) 处 死 动物 ， 取 其 股骨 或 股骨 ( 乌 )， 除 去 肌肉 。 
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在 离心 管 或 小 培养 于 中 加 入 10 一 -150m1 0,4 纪 的 KCl 深 液 。 用 眼科 前 小 心地 雯 开 动物 
股骨 ， 顺 其 纵 轴 再 前 成 1 一 2 mm FY HARDEE, 应 注意 切 勿 使 骨髓 碎 散 或 脱离 篆 管 政 。 
然后 将 前 成 小 片 的 带 骨 和 通 股 此 小 心地 区 入 会 低 渗 波 的 离心 管 或 培养 四 中 ， 低 渗 处 理 50 一 
60 分 钟 。 以 吸管 小 心地 吸 去 低 洋 液 ， 加 入 少量 的 以 3:1 甲醇 冰 酷 酸 配制 的 卡 诺 国 定 液 ， 
预 固定 并 除去 剩余 的 低 渗 液 后 ， 用 吸管 吸 弃 ， 再 用 小 剪刀 或 止血 钳 轻 轻 夹 碎 骨 片 ， 再 加 
入 15nmi 卡 诺 册 定 液 ， 以 吸管 缓 组 吹 获 细胞 团 志 ， 固 定 15 分 钟 后 ， 弃 去 残 污 ， 将 细胞 悬 液 
移入 小 玻璃 瓶 中 保存 《野外 ) ， 可 存放 数 周 时 间 。 处 理 的 材料 在 带 回 实验 室 后 或 到 有 条 
件 的 地 方 ， 离 心 ， 国 定 两 次 后 ， 再 以 普通 的 空气 干燥 法 制 片 、 观 察 。 

在 野外 工作 中 ， 所 获得 的 大 部 分 实验 奢 料 可 能 是 靠 猎枪 采集 的 即将 死亡 或 已 经 死亡 
的 动物 ， 此 时 可 以 用 以 下 的 方法 予以 补救 ， 取出 股 芝 后 ， 按 以上 所 述 的 方法 将 其 前 成 小 
块 ， 放 入 有 10 ml 培养 基 ( 含 1 pg/m OK AIRS, pH7.6~—7.8) 的 小 瓶 中 ,于 保温 谈 中 加 温 
水 调 至 所 需 温度 (哺乳 类 37:C， 鸟 类 41 一 422C)， 培 养 3 一 4 小 时 后 ，《〈 乌 类 最 好 在 终止 
培养 前 1 小 时 加 入 秋水 仙 素 ) ， 再 以 上 面 介绍 的 低 渗 及 固定 方法 进行 处 理 及 制 片 观 察 。 

在 野外 进行 哺乳 类 动物 的 染色 体制 备 时 ， 所 获得 的 实验 动物 很 可 能 是 大 中 型 的 ， 其 
股 肯 粗壮 ， 且 较 坚 硬 ， 要 夹 碎 并 进行 培养 及 整体 低 滩 比较 困难 。 此 时 可 用 下 述 方法 进行 
实验 ， 取 其 一 段 胸 骨 或 肋骨 ， 以 于 净 纱 布 氛 去 上 面 的 肌肉 及 脂肪 ， 因 胸骨 与 肋骨 中 的 上 骨 
血 分 散 于 骨 松 质 中 ,密度 较 低 且 较 不 容易 混 悬 入 培养 液 , 可 用 手术 前 将 其 前 成 3 — 5 mm 
左右 的 小 氛 《 如 肋骨 较 偏 平 的 ， 只 需 前 成 两 半 即 可 》， 在 较 大 的 培养 器 四 中 加 入 较 多 的 
培养 液 进行 培养 后 ， 再 以 上 面 所 述 的 低 渗 与 固定 方法 进行 处 理 。 


结果 二 讨论 


LL LBA REE EERE Cpyenonotus xanthorrhous) 等 数 种 乌 及 哺乳 类 的 骨髓 细 
胞 染色 体制 备 ， 均 取得 了 较 好 的 结果 。 所 获得 的 染色 体 中 期 分 裂 相 见 图 版 T 。 

以 整体 低 渗 法 进行 动物 有 丝 分 裂 中 期 染色 体 的 制备 ， 和 传统 的 染色 体 低 渗 制 备 法 相 
比 ， 具 有 如 下 的 优点 ， 1 . 勿 需 离 心 。 它 可 以 在 缺乏 电力 ， 无 法 使 用 离心 机 ， 条 件 困 难 
的 野外 工作 中 应 用 。 2 .该 方法 操作 简便 ， 记 需 的 器 械 及 药品 均 为 常用 品 ， Dy a BE FT 特 
殊 的 实验 准备 。 3 .可 以 在 野外 考察 的 同时 进行 细胞 遗传 学 方面 的 工作 ， 对 考察 中 所 OK 
得 的 稀有 或 珍贵 的 种 类 可 随时 进行 其 染色 体制 备 ， 以 便 在 不 具备 实验 条 性 的 地 方 或 所 获 
活体 动物 在 运送 途中 死亡 时 ， 足 失 了 可 贵 的 研究 材料 。 从 我 们 所 获得 的 几 种 动物 的 染 
色 体 标 本 来 看 ， 整 体 低 渗 法 与 现在 普遍 应 用 的 染色 体 低 滩 制备 法 相 比 较 ， 其 制备 过 程 并 
不 复杂 ， 获 得 的 染色 体 标 本 在 形态 、 清 析 度 及 分 辨 率 上 均 无 明显 差别 。 可 较 清楚 地 进行 
染色 体 的 相对 长 度 测量 及 计算 染色 体 辟 比 指数 。 但 整体 低 渗 法 不 受 通常 实验 条 件 的 限 
制 ， 可 以 在 野外 无 法 离心 时 使 用 。 这 就 大 大 拓宽 了 细胞 遗传 学 的 研究 范围 。 在 某 些 特殊 
的 研究 课题 中 ， 整 体 低 渗 法 有 着 极 大 的 潜在 应 用 价值 。 

应 当 指出 的 是 , 整体 抵 渗 法 是 作为 非常 条 件 下 ， 即 在 不 具备 常规 的 实验 条 件 与 设备 时 
进行 细胞 遗传 学 实验 而 采用 的 一 种 辅助 方法 。 因此 ， 它 受到 野外 环境 与 实验 过 程 中 请 多 
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坏 。 如 果 上 骨 块 草 得 过 小 ， 肯 授 细 胞 可 能 会 过 多 地 分 散 于 低 渗 或 培养 液 中 ， 由 于 不 进行 离 
心 俐 导致 细胞 的 丢失 。 如 上 骨 块 前 得 过 太 ， 则 因 骨 艇 细胞 不 能 充分 接触 低 渗 液 而 导致 细胞 
低 滩 不是， 影响 中 期 染色 栖 的 分 敬 。2, 在 野外 考察 过 程 中 进行 实验 ， 路 途 苏 得 是 不 可 如 
免 的 ， 这 就 要 求实 验 前 妥善 安排 好 各 个 实验 步骤 ， 以 免 因 过 度 振 葛 而 引起 细胞 的 丢失 或 
过 滩 破 裂 。 

需要 指出 的 是 ， 本 回 种 类 或 阿 种 的 不 同 个 体 实 验 动物 ， 对 秋水 仙 素 的 敏感 性 《作用 
时 间 及 量 ) 是 不 同 的 。 如 果 条 件 具备 ， 最 好 能 对 同 种 动物 进行 数 个 个 体 的 实验 ， 或 在 同 
一 个 体 中 ， 分 数 管 加 入 不 同 剂 量 的 秋水 仙 索 ， 进 行 培养 及 染色 体制 备 ， 以 期 获得 较 好 的 
效果 。 在 做 已 死 或 濒 死 动物 的 皮 艇 细胞 体外 短期 培养 时 ， 似 以 不 含 小 生 血 清和 的 培养 基 较 
好 。 在 野外 条 人 忻 下 培养 ， 培 凑 基 的 好 坏 与 染色 体制 备 的 好 坏 有 相当 关系 。 

在 我 们 所 作 的 骨 骨 整体 低 滩 法 实验 中 ， 因 乌 类 的 染色 体 数 目 较 多 ， 且 含有 众多 的 微 
小 染色 体 ， 要 使 其 充分 低 渗 、 均 名 分 散 而 不 引起 染色 体 丢 失 是 比较 困难 的 。 所 以 ， 在 进 
行 鸟 类 的 峭 租 细胞 整体 低 滩 法 实验 时 ， 应 予 充分 注意 ， 在 低 渗 结束 后 ， 固 峡 前 以 止血 错 
严 碎 骨 决 时 ， 动 作 应 尽量 轻 些 ， 加 入 固定 液 后 ， 吸 管 的 吹 打 也 不 宜 太 激烈 。 吹 打 过 程 中 
不 要 在 吸管 中 混入 气泡 ， 以 免 引 起 路 大 的 细胞 碎 弄 。 

进行 大 中 型 动物 的 野外 染色 体制 备 时 ， 可 能 因 所 取 的 实验 材料 过 多 ， 或 固定 器 亚太 
小 而 导致 材料 固定 不 足 。 此 时 可 用 下 列 方法 进行 处 理 :将 装 材料 的 小 瓶 静 置 12 小 时 ， 待 
其 中 的 悬浮 细胞 沉淀 后 ， 吸 去 上 面 的 上 清 液 ， 然 后 加 入 新 鲜 的 固定 液 即 可 。 如 在 野外 有 
检查 条 忻 ， 也 可 用 本 方法 进行 消 片 观察 。 

很 多 动物 的 骨 入 中， 含有 较 多 的 隐 肪 细胞 ， 在 固定 后 应 注意 弃 其 表面 的 脂肪 。 另 
外 ， 恩 定 后 应 使 所 保存 的 细胞 县 液 中 尽量 少 含 骨 片 ， 以 免 骨 入 中 的 辆 盐 与 固定 液 中 的 酚 
酸 缓 烛 发 生 反 应 而 使 固定 液 变质 。 这 两 个 因素 直接 影响 着 已 固定 细胞 悬 液 保 存 时 间 的 
长 短 。 

本 方法 实际 应 用 于 野外 十 作对， 在 绝 大 多 数 鸟 为 猎 杀 的 死 鸟 ， 匡 经 过 野外 体外 短期 
培养 的 条 性 下 ， 数 十 只 鸟 中 约 有 2/3 的 个 体 出 现 了 整体 低 渗 制备 的 染色 体 ， 成 功率 约 为 
66%6。 在 哺乳 类 中 还 没有 这 方面 大 量 实验 的 数据 。 但 据 以 往 的 经 验 ， 哺 乳 类 在 整体 低 渗 
制备 染色 体 上 ， 有 着 比 鸟 类 更 大 的 成 功率 。 
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A NEW TECHNIQUE FOR 
CHROMASOME PREPARATION BY 
HYPOTONISING THE INTACT BONE MARROW 


Xiong Nikun 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


We describe a new feasible chromosonte procedure detailed as follows: 

1. Take out of the femur or tibia from birds and small mammals, and 
sternum or rib from large mammals, 

2. Scissor it carefully and treat for 50 minutes with hypotonic solution, 

3. Squeeze it, and fix with Carnoy's solution, 

4. Prepare the slide by air-drying method. 

We have obtained quite a few good chromosome specimens by this procedure, 
About 66% of the birds! and almost all of the mammals' chromosome prepar- 
tions are succeed in our experiments by this technique. Using this method we 
can begin cylogenetic works in some poor conditions e. g, when centrifuge or 
clectricity is not available, This technique may be employed in some special 
research programs as well as in field investigations, 


Key words: Chromasome, Hypotonision 


RRO EB: 一 种 野外 制备 染色 体 的 新 方法 一 一 骨髓 整体 低 渗 法 
Xiong Xikun: A new technique of chromosome preparation by hypotonising 
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A: 活体 注射 秋水 仙 素 、 股骨 整体 低 渗 法 制备 的 黄 导 斩 (Pycnonotus xanthorrhous) 染色 体 2n=82. 
B: 猪 获 后 体外 培养 、 股 骨 整 体 低 渗 法 制备 的 应 鹏 (Cuculus sparverioides) 染色 体 2n=80. 

C: 猎 获 后 体外 培养 、 胸 骨 整 体 低 渗 法 制备 的 穿山 甲 (Manis pentadactyla) 染色 体 2n=40。 

D: 猫 获 后 体外 培养 肋骨 整体 低 渗 法 制备 的 狼 (Canis lupus) 染色 体 2n=78. 


